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1. Zusammenfassung 
 
1.1. Hintergrund und Ziele 
Das Glaukom ist eine der weltweit führenden vermeidbaren Ursachen für Blindheit. 
Eine langfristige Lokaltherapie in Form von Augentropfen mit Prostaglandin-Analoga 
und anderen Substanzklassen ist wichtig, um den Abfluss des intraokulären 
Flüssigkeitsüberschusses zu verbessern. Dieser ist für die Symptome des erhöhten 
Augeninnendruckes ursächlich, die über längere Zeit unbehandelt das Sehvermögen 
betroffener Personen verschlechtert (2017b).  Die Fortschritte in der Therapie des 
Glaukoms stehen den unerwünschten Arzneimittelwirkungen und der Toxizität von 
Konservierungsmitteln in den Augentropfen – wie beispielsweise 
Benzalkoniumchlorid (BAC) – gegenüber.  
Die Zytotoxizität des quaternären Ammoniumsalzes BAC ist seit längerem bekannt. 
Außer der viel beschriebenen Schädigung der Augenoberfläche trägt es 
möglicherweise auch zu der Entwicklung einer Meibomdrüsendysfunktion durch die 
Lokaltherapie bei. Meibomdrüsen sind spezialisierte holokrine Talgdrüsen im 
Augenlid, die die ölige Phase des Tränenfilms bilden. Anhand einer immortalisierten 
Meibomdrüsenepithelzelllinie (HMGEC) wurde in vitro untersucht, wie ausgeprägt die 
Toxizität von BAC auf Meibomdrüsen ist. Die Ergebnisse dieser Untersuchung 
werden in der Dissertation „In vitro Effekte von Benzalkoniumchlorid und 
Prostaglandinen auf humane Meibomdrüsenepithelzellen“ dargestellt. 
 
1.2. Material und Untersuchungsmethoden 
Eine humane immortalisierte Meibomdrüsenepithelzelllinie (HMGEC), die durch die 
Arbeitsgruppe von Prof. Sullivan (Schepens Eye Research Institute, Harvard Medical 
School, Boston, Massachusetts, USA) etabliert ist und freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt wird, dient als Grundlage für die Untersuchungen (Liu et al., 
2010).  
Die Anzucht erfolgt in Serum-freiem Medium (SFM); die Differenzierung der 
Meibozyten wird durch Zusatz von bovinem Kälberserum (Serumhaltiges Medium 
SHM) zum Kulturmedium erreicht. HMGECs werden mit BAC oder mit 
handelsüblichen Augentropfen (siehe Tabelle 1), die zur Therapie des Glaukoms 
verwendet werden, stimuliert. Anschließend werden morphologische Änderungen 
mittels Sudan III Färbung, die Proliferationsfähigkeit sowie Änderungen der 
2 
 
metabolischen Zellaktivität mittels MTS Assay bewertet. Ferner werden 
Mikroschäden der HMGECs mit einem ECIS-System beurteilt. Hierbei handelt es 
sich um eine real-time Impedanz-basierten Methode zur Identifizierung und 
Quantifizierung von Wachstum sowie morphologischen Änderungen und Integrität 
von Zellen und Zellverbänden. 
 
Tabelle 1. Augentropfen zur Glaukomtherapie, die für die Experimente verwendet 
werden 
Handelsname Aktive Substanz BAC Konzentration 
Lumigan® 0.1% Bimatoprost 300 µg/ml 200 µg/ml 
Lumigan® 0.3% Bimatoprost 150 µg/ml 50 µg/ml 
Lumigan® UD 0.3% Bimatoprost 300 µg/ml BAC-frei 
Taflotan® Tafluprost 15 µg/ml 100 µg/ml 
Taflotan® Sine Tafluprost 15 µg/ml BAC-frei 
Travatan® Travoprost 40 µg/ml BAC-frei 
Xalatan® Latanoprost 50 µg/ml 200 µg/ml 
Monoprost® Latanoprost 50 µg/ml BAC-frei (Polyquad®) 
Polyquad® (0.001% Polyquaternium-1).  
Epitheliale Hyperkeratinisierung spielt für die Entstehung der 
Meibomdrüsendysfunktion eine wichtige Rolle. Um deren potenzielle Induktion zu 
überprüfen, wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ferner die Genexpression der 
Verhornungsmarker Involucrin und Cornulin mittels real-time 
Polymerasekettenreaktion (PCR) bestimmt.  
 
1.3.  Ergebnisse und Beobachtungen 
Während der Stimulation mit BAC-Konzentrationen von 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 
µg/ml verändert sich die Proliferationsrate von HMGECs in Abhängigkeit von 
Konzentration des Wirkstoffes und Zelldichte in der Aussaat. Nach einer initialen 
Abnahme der Zellzahl erholen sich Zellen, die mit 0,01 µg/ml BAC stimuliert werden, 
und erreichen eine Proliferationsrate, die parallel zur Kontrollreihe zunimmt. Im 
Gegensatz hierzu führt die Inkubation mit 0,1 µg/ml zu einer niedrigeren 
Proliferationsrate bei geringer Zelldichte und zu keinem signifikanten Unterschied zur 
Kontrollreihe bei einer Zelldichte von 50%. 1 µg/ml BAC führt hingegen unabhängig 
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von der Zelldichte zu einer dauerhaften Einschränkung der Proliferationsrate. 
Änderungen hinsichtlich Vitalität, Zellmorphologie und Expression der 
Verhornungsmarker Involucrin und Cornulin sind nach kurzzeitiger Inkubation mit 
diesen Konzentrationen nicht festzustellen. Die unkonservierten Augentropfen 
Lumigan® 0,3% UD, Taflotan® Sine und Travatan® führen ebenfalls in beiden 
Stimulationsgruppen zu keiner signifikanten Abnahme der metabolischen Aktivität. 
10 µg/ml BAC führen in SFM bereits nach 10 min zum Absterben und Ablösen 
undifferenzierter Zellen. Im Gegensatz dazu bedarf es einer 10fach höheren 
Konzentration, um vergleichbare Wirkung auf HMGECs in SHM zu induzieren. 
Weiterhin können eine morphologische Abkugelung und Zellkernverlagerung in die 
Peripherie als Zeichen einer beginnenden Apoptose beobachtet werden (Elmore, 
2007, Rello et al., 2005). 
Eine 10-minütige Stimulation der HMGECs mit den BAC-Konzentrationen, die 
typischerweise in Augentropfen eingesetzt werden (50 µg/ml, 100 µg/ml und 200 
µg/ml) oder mit den entsprechenden Augentropfen, führt zu einer signifikanten 
Abnahme der metabolischen Aktivität. Dabei kann eine signifikant erniedrigte 
Expressionsrate von Involucrin und Cornulin nach Stimulation mit unverdünntem 
Lumigan® 0,3% festgestellt werden.  
Eine Ausnahme ist das latanoprosthaltige Präparat Monoprost® bei der Stimulation 
von undifferenzierten HMGECs. Das BAC-freie Präparat führt zu einer signifikant 
niedrigeren Vitalität im Vergleich zur Kontrollreihe. 
 
1.4.  (Praktische) Schlussfolgerungen 
Die Befunde zeigen, dass die in verschiedenen Gewebetypen des Auges 
beschriebene BAC-Toxizität scheinbar auch die Meibomdrüsen betrifft (Mietz et al., 
1994, Herreras et al., 1992, Burstein, 1985, Chen et al., 2011). BAC-Konzentrationen 
von 0,1 µg/ml können nach 7-tägiger Stimulation zur Beeinträchtigung von HMGECs 
führen. Die Dauer einer antiglaukomatösen Therapie erstreckt sich über wesentlich 
längere Zeiträume und könnte somit ausgeprägte Folgen für die Befeuchtung und 
den Schutz der Augenoberfläche haben. Darüber hinaus scheint BAC nicht die 
einzige zytotoxische Substanz zu sein, die in Augentropfen enthalten ist. Beim 
Vergleich zwischen der Stimulation mit BAC oder mit BAC-haltigen Augentropfen 
zeigt sich, dass die funktionellen Einschränkungen, die durch BAC ausgelöst werden, 
durch Prostaglandine noch verstärkt werden.   
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2. Einleitung und Einordnung in den fachwissenschaftlichen Kontext 
Die Frage der unerwünschten Arzneimittelwirkungen gewinnt seit Jahrzehnten mit 
dem zunehmenden Spektrum an therapeutischen Möglichkeiten für zahlreiche 
Erkrankungen immer mehr an Bedeutung. Der Zugewinn an Lebensqualität durch die 
Therapie der Grunderkrankung wird häufig durch die therapiebedingten 
Folgeerscheinungen gefährdet.  
Die Fortschritte in der Therapie des Glaukoms scheinen eben diesem Phänomen 
unterworfen zu sein. Das Glaukom ist eine Erkrankung, bei der es bedingt durch 
einen erhöhten Augeninnendruck zum Verlust von Nervenfasern des Sehnerven 
kommt. Sie stellt weltweit eine der führenden Ursachen für Erblindung dar (2017a, 
Jonas et al., 2017). Die kausale Therapie des Glaukoms besteht in einer Senkung 
des Augeninnendrucks, welche derzeit hauptsächlich in Form einer topischen 
Therapie mittels Augentropfen verfügbar ist (2017a). Die langfristige Durchführung 
dieser Therapie ist von großer Bedeutung, um das Sehvermögen betroffener 
Personen zu erhalten. Die hierzu am häufigsten eingesetzte Substanzklasse ist die 
Klasse der Prostaglandin-Analoga. Diese Substanzen verstärken den uveoskleralen 
Abfluss und tragen somit zur Senkung des Augeninnendrucks bei. Vertreter der 
Gruppe sind Bimatoprost, Travoprost und Latanoprost (2017b).  
Um eine langfristige Therapie zu ermöglichen, ohne das Risiko für eine okuläre 
Infektion zu erhöhen, ist in den meisten verfügbaren Präparaten der Einsatz von 
Konservierungsmitteln nötig. Diese Substanzen gehen jedoch mit einer gehäuften 
Rate an Nebenwirkungen einher, unter anderem auch mit der Ausbildung einer 
Meibomdrüsendysfunktion.  
Meibomdrüsen sind spezialisierte holokrine Talgdrüsen, die im Tarsus und damit im 
Bindegewebe der Augenlider eingebettet sind. Die Drüsenazini bilden ein öliges 
Sekret, das durch einen Hauptausführungsgang in Richtung Lidkante der Augenlider 
transportiert wird, wo es sich in den Tränenfilm entleert. Das Sekret wird während 
des Lidschlags auf der Augenoberfläche verteilt und bildet die äußere Schicht des 
Tränenfilms. Welche Funktion diese Schicht genau erfüllt, ist seit Langem 
Gegenstand der Forschung. Die früher verbreitete Vorstellung ist, dass die 
besondere Funktion dieses Sekrets dem Evaporationsschutz dient. Die von Millar 
und Schuett im Jahr 2015 veröffentlichte Metaanalyse erklärt diese Hypothese als 
unwahrscheinlich (Millar and Schuett, 2015). Vielmehr schlussfolgert sie anhand der 
vorhandenen Literatur, dass das Meibomdrüsensekret, Meibum genannt, die 
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Oberflächenspannung der wässrigen mittleren Schicht des Tränenfilms so weit 
herabsetzt, dass diese keinen Tropfen bildet, sondern zu einer etwa 4 μm dicken 
Schicht ausgedünnt wird. Der hohe Gehalt an Lipiden und Proteinen verleiht dem 
Tränenfilm Stabilität und ist für die Befeuchtung, den Schutz und die Reinigung der 
Augenoberfläche unerlässlich. Angesichts dieses Aspektes ist es nicht überraschend, 
dass eine Meibomdrüsendysfunktion sowie Volumenveränderungen, möglicherweise 
auch Änderungen in der Zusammensetzung des Sekrets, die Entstehung eines 
Trockenen Auges begünstigen (Knop et al., 2011, Liu et al., 2011). 
Die frühere Definition des Trockenen Auges beschreibt die Erkrankung als eine 
multifaktorielle Erkrankung mit den charakteristischen Symptomen, wie etwa 
Augenrötung, Fremdkörpergefühl, Sehstörungen und Instabilität des Tränenfilms, 
welche eine potentielle Schädigung der Augenoberfläche mit sich bringen können 
(2007). Die bearbeitete Definition von 2017 rückt die gestörte Homöostase des 
Tränenfilms in den Vordergrund. Die Definition lautet nun: 
 
„Das Trockene Auge ist eine multifaktorielle Erkrankung der 
Augenoberfläche, die durch den Verlust der Homöostase des 
Tränenfilms charakterisiert wird und von okulären Symptomen 
begleitet wird, für deren Entstehung die Instabilität und 
Hyperosmolarität des Tränenfilms, Entzündung und Schädigung 
der Augenoberfläche und neurosensorische Anomalien eine Rolle 
spielen.“ (Craig et al., 2017). 
 
Die Erkrankung spielt weltweit eine bedeutende Rolle und betrifft in Europa und den 
USA 3-45 % der Bevölkerung über 50 Jahren. Im asiatischen Raum scheint die 
Inzidenz sogar weit höher zu sein (Stapleton et al., 2017). 
Patienten, die an einem Glaukom erkranken, haben ein besonders hohes Risiko, 
zusätzlich ein Trockenes Auge zu entwickeln. Die Therapie des Glaukoms erfolgt 
primär medikamentös und bei Versagen der konservativen Therapie chirurgisch 
(2017b). Klinische Daten zeigen, dass beide Therapieoptionen zum Schwund der 
Meibomdrüsen („meibomian gland drop out“) und zur Entstehung eines Trockenen 
Auges führen können (Baudouin et al., 2010, Arita et al., 2012b, Arita et al., 2012a, Ji 
et al., 2016, Sagara et al., 2014). Insbesondere konservierungsmittelhaltige 
Augentropfen scheinen risikobehaftet zu sein.  
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Die langfristige Anwendung von BAC-haltigen Augentropfen ist die wichtigste 
Risikokonstellation. Studien zu Folge ist das Konservierungsmittel BAC das am 
häufigsten Verwendete und gleichzeitig dasjenige mit den stärksten zytotoxischen 
Effekten (Martinez-Soroa et al., 2016, Nelson et al., 2017, Noecker, 2001). Es 
handelt sich bei BAC um ein antiseptisch wirkendes quaternäres Ammoniumsalz, das 
die Membranpermeabilität von Zellen erhöht. Mit jedem Lidschlag werden alle 
Schichten des Tränenfilms zu einem gewissen Anteil erneuert. Vor diesem 
Hintergrund könnte man zu der Annahme kommen, dass schädliche Substanzen in 
einer kurzen Zeit durch den Lidschlagmechanismus so stark verdünnt werden, dass 
deren Toxizität eine untergeordnete Rolle spielt. Untersuchungen von Friedlaender et 
al. zeigen jedoch, dass BAC nach einer einmaligen Applikation von 35 μl 
Gatifloxacin-haltigen Augentropfen, die mit 50 μg/ml BAC konserviert sind (entspricht 
1,75 μg BAC pro Applikation), länger als  bislang angenommen in der 
Tränenflüssigkeit nachweisbar ist. Nach 30 sec kann immer noch eine Konzentration 
von 6,4 μg/ml BAC gemessen werden. Die Nachweisgrenze wird erst nach 20 min 
unterschritten (Friedlaender et al., 2006). BAC beeinträchtigt die Verteilung und 
Integrität des Tränenfilms sogar innerhalb von Sekunden (Georgiev et al., 2011). 
Eine reduzierte Tränenfilmaufrisszeit während der BAC Exposition ist auch durch 
Tierversuche und klinische Studien bestätigt (Baudouin and de Lunardo, 1998, Chen 
et al., 2014). 
Histologische Untersuchungen zeigen, dass die Schäden auf Ebene von 
Stromazellen und epithelialer Auskleidung der Augenoberfläche (Kornea, 
Konjunktiva, Becherzellen) deutlich zu erkennen sind (Herreras et al., 1992, Burstein, 
1985, Chen et al., 2011). Die Art der Schädigung ist sowohl morphologischer als 
auch funktioneller Natur. Der Verlust von Tight junctions und 
Wachstumsbehinderungen bis hin zum Zelltod können nach Applikation einer 
0,0001%-igen BAC-Lösung in der Kornea festgestellt werden (Chen et al., 2011, De 
Saint Jean et al., 1999, Ciancaglini et al., 2008).   
Weitere Arbeitsgruppen vermerken, dass bei wiederholter Anwendung von BAC die 
Schäden auch im Bereich der Fornix conjunctivae nachweisbar sind. Ferner ist BAC 
in der Linsenkapsel, dem Trabekelwerk und der Retina nachweisbar (Lin et al., 2011, 
Desbenoit et al., 2013, Brignole-Baudouin et al., 2012). Anders formuliert hat BAC 
die Fähigkeit, sich in kürzester Zeit in Gewebe einzulagern und von dort aus in die 
Tiefe zu diffundieren.   
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Auch in vivo kann in verschiedenen Tiermodellen (Maus, Ratte und Kaninchen) 
gezeigt werden, dass es zur Apoptose der epithelialen Schicht und zu Desquamation 
kommt (Xiao et al., 2012, Pauly et al., 2007, Ichijima et al., 1992). Im Tiermodell stellt 
sich die Augenoberfläche gerötet dar, es entstehen entzündliche Infiltrate und die 
Tränenfilmaufrisszeit ist erniedrigt. Dies kann zu einem iatrogenen Trockenen Auge 
führen. 
Die oben beschriebene Fähigkeit, in die Tiefe von Geweben zu diffundieren, macht 
man sich einerseits in der Therapie zu Nutze, um die Wirkstoffpenetration ins 
Gewebe zu verbessern, nimmt damit jedoch andererseits die zytotoxischen Effekte 
des Konservierungsmittels in Kauf (van der Bijl et al., 2001, van der Bijl et al., 2002). 
Inwiefern hierbei eine Akkumulation von BAC im Gewebe stattfindet, ist eine weitere 
wichtige Frage, die man sich in diesem Zusammenhang stellt. Eine Akkumulation in 
unterschiedlichen Gewebesorten des Auges ist nach wiederholter topischer 
Applikation von BAC nachweisbar (Green et al., 1987, Lee et al., 2017, Champeau 
and Edelhauser, 1986). Aus der Onkologie ist weiterhin bekannt, dass ein Tumor mit 
einer Größe von ≤ 1 mm ohne Vaskularisation überleben kann, da eine ausreichende 
Diffusion von Sauerstoff und Nährstoffen gewährleistet werden kann. Somit erscheint 
es umso wahrscheinlicher, dass BAC die Meibomdrüsen in der Tiefe des Augenlides 
in hohen Konzentrationen erreicht. Aus diesem Grund stellt sich die Frage, ab 
welcher Konzentration BAC toxisch für das Meibomdrüsengewebe ist. Ziel der Arbeit 
ist es daher, auf eben diese Frage eine Antwort zu finden.  
Zur Beantwortung der Frage wird eine humane, immortalisierte Zelllinie (HMGEC) 
verwendet, die durch die Arbeitsgruppe um Prof. David Sullivan (Boston, MA) 
entwickelt ist und, sofern uns bekannt, aktuell die einzige etablierte 
Meibomdrüsenzelllinie darstellt (Liu et al., 2010). Die HMGECs werden für unsere 
Versuche entweder in Anwesenheit oder in Abwesenheit von fetalem Kälberserum 
(FKS) gezüchtet. Das FKS ist ein nährstoff- und wachstumsfaktorreiches Gemisch, 
das zur Änderung des Proteoms von HMGECs beiträgt (van der Valk et al., 2018). 
Die in Kulturmedium ohne Zugabe von FKS gezüchteten Zellen behalten laut der 
Arbeitsgruppe Sullivan die Eigenschaften, die vergleichbar zu den Basalzellen der 
Meibomdrüsen sind (Liu et al., 2013). Der Vergleich der Genexpression zwischen 
nativem, reifem Meibomdrüsengewebe und HMGECs nach Abschluss der 
Kultivierung mit FKS bestätigt, dass die Enzymausstattung zwischen den zwei 
Proben ähnlich ist (Liu et al., 2010, Liu et al., 2013). Beobachtet werden unter 
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anderem die Akkumulation von Lipidtröpfchen, die Ausbildung von Desmosomen und 
Zytokeratinfilamenten (Hampel et al., 2015, Hampel and Garreis, 2017, Xie et al., 
2018). Aus diesem Grund wird von „mit FKS differenzierten Zellen“ gesprochen. 
Diese zwei Zellreihen dienen als Grundlage für die vorliegenden Untersuchungen. 
Die generierten Befunde zeigen, dass die Toxizität von BAC gegenüber HMGECs 
entweder einer höheren Konzentration oder einer verlängerten Stimulation mit 
niedrigen Dosierungen bedarf. Um die Darstellung der Daten übersichtlicher zu 
gestalten, wird im Text von hohen Konzentrationen und niedrigen Konzentrationen 
gesprochen. Hohe Konzentrationen entsprechen denjenigen, die in kommerziellen 
Produkten enthalten sind: 50 µg/ml, 100 µg/ml und 200 µg/ml BAC. Die Wahl der als 
„niedrig“ bezeichneten Konzentrationen erfolgte in Analogie zu Untersuchungen an 
anderen Zelllinien und beinhaltet die Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 
1 µg/ml (Iwasawa et al., 2013). 
Eine Stimulation von undifferenzierten HMGECs mit BAC in einer hohen Dosierung 
bewirkt eine ausgeprägte Zellantwort. Mikroskopisch können aus noch ungeklärten 
Gründen kaum morphologische Veränderungen detektiert werden (siehe Abb. 
2D+E). Die metabolische Aktivität nimmt jedoch signifikant im Vergleich zur 
Kontrollreihe ab (siehe Abbildung 5D). Ähnliche Beobachtungen stammen aus 
Untersuchungen mit Ethanol, das häufig aufgrund seiner antiseptischen Wirkung 
verwendet wird. Ethanol hat nur in 50-80 %-igen Lösungen eine antibakterielle 
Wirkung. In höheren Konzentrationen wirkt es konservierend auf die Zellen (Dörries, 
2005). Ob BAC in hohen Konzentrationen ähnliche Auswirkungen auf Zellen hat, ist 
jedoch unklar.  
Eine weitere interessante Beobachtung könnte die histologischen Befunde ebenfalls 
erklären. Nach der Mischung von konzentrierten BAC-Lösungen und Kulturmedium 
trübt das Medium bald ein. Während die Zellen 24 h mit dieser Lösung inkubiert 
werden, präzipitieren die Inhaltsstoffe auf der Zelloberfläche und können trotz 
wiederholtem und verlängertem Waschvorgang kaum entfernt werden. Wie und ob 
das Präzipitat die Effekte von BAC beeinflusst, kann derzeit nicht weiter erklärt 
werden. Auch kann nicht deutlich geschlussfolgert werden, ob das Aussehen der 
Zellen in Abbildung 2D+E+J dem Präzipitat oder BAC geschuldet ist. 
Zellen, die mit FKS differenziert werden, erscheinen deutlich widerstandsfähiger 
gegenüber hohen BAC Konzentrationen. Die metabolische Aktivität der Zellen nimmt 
erst ab einer Dosierung von 100 µg/ml signifikant ab. Auch bei der mikroskopischen 
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Betrachtung der Zellen kann man deutlich erkennen, dass die Toleranzgrenze 
differenzierter Zellen höher ist (siehe Abbildungen 2C+H). Eine erhöhte 
Widerstandsfähigkeit differenzierter Zellen gegenüber schädigenden Agenzien 
verschiedener Art ist keine besondere Eigenschaft der verwendeten Zelllinie. Dies 
wurde schon für verschiedene andere Zelllinien beschrieben (Pokrywczynska et al., 
2018, Tseng et al., 2010, Schneider et al., 2011). Alekseenko et al. zeigen zum 
Beispiel, dass proliferierende mesenchymale Stammzellen nach der Exposition 
gegenüber thermischem Stress eine geringere Reparatur- und Erholungskapazität 
haben als nicht-proliferierende Zellen (Alekseenko et al., 2018). Vielmehr wird 
hierdurch in proliferierenden Zellen Apoptose induziert; differenzierte Zellen erfahren 
im Gegensatz dazu lediglich eine vorzeitige Alterung (Alekseenko et al., 2012). Dies 
deutet darauf hin, dass HMGECs, die sich in der Proliferationsphase befinden, 
gegenüber externen Stressoren keine ausreichende Widerstandsfähigkeit aufweisen. 
Ob außerdem ausgereiftere Reparaturmechanismen oder sonstige Änderungen im 
Metabolismus oder Proteom differenzierter Zellen auch eine Rolle spielen, ist bislang 
nicht näher untersucht. 
Nach Stimulation mit 10 µg/ml BAC in SFM über einen Zeitraum von 24 h ist zu 
beobachten, dass sich ein Großteil der Zellen von der Oberfläche der Wellplatte löst 
und im Kulturmedium suspendiert vorliegt (nicht gezeigt). Ferner kugeln sich die 
Zellen ab, der Zellkern wird in den Randbereich der Zelle verlagert (siehe Abbildung 
2C). Diese Art von morphologischen Änderungen wird in der Literatur einer 
beginnenden Apoptose zugeordnet (Lang, 2007, Orlov and Novikov, 1996). 
Betrachtet man nun diejenigen Zellen, die in SHM kultiviert werden, so stellt man 
fest, dass vergleichbare Änderungen erst bei Applikation einer 10fach höheren BAC-
Konzentration auftreten. Auch in Abb. 2I erscheint das Zellvolumen erniedrigt, wobei 
die Adhärenz einer vergleichsweise hohen Zellzahl weiterhin besteht. Auch die 
Anzahl der Zell-Zell-Verbindungen erscheint unverändert hoch. Der Zellkern zeigt 
jedoch keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zur Kontrollreihe (siehe 
Abbildung 2F). 
Wenn die BAC-Konzentration weiter auf Werte von ≤ 1 µg/ml gesenkt wird, sind 
während der ersten 24 h weder morphologische (Abb. 2B+G) noch metabolische 
(Abb. 5A+B) Änderungen sichtbar oder messbar. Bei einer längeren Kultivierung 
zeigt sich jedoch auch hier die zytotoxische Wirkung von BAC. 
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Die Proliferations- und Überlebensfähigkeit der HMGECs unter Stimulation mit BAC-
Konzentrationen von ≤ 1 µg/ml wird mit zwei unterschiedlichen Methoden überprüft: 
der „klassische“ Proliferationsassay und das ECIS-System. Der „klassische“ 
Proliferationsassay bedeutet, dass Zellen auf sterilen Wellplatten angezüchtet und 
stimuliert werden und nach bestimmten Zeitintervallen abgelöst und gezählt werden. 
Hierdurch kann die Entwicklung der Zellzahl nur zu den festgesetzten Zeitpunkten 
festgestellt werden. Das ECIS-System ermöglicht darüber hinaus eine kontinuierliche 
Messung der Zellkonfluenz und -integrität. In den Boden dieser speziellen Wellplatten 
ist eine Goldelektrode integriert. Über diese Elektrode werden elektrische Impulse 
abgegeben. Der Zellrasen fungiert als isolierende Schicht gegenüber dem 
Stromfluss. Ist der Zellrasen konfluent bzw. die Zellen unbeschädigt, wird der 
Stromfluss behindert und die Impedanzwerte steigen. Zellproliferation ist also als 
steigende Impedanz ersichtlich. Bereits kleinste Zellschäden und Störungen in der 
Integrität des Zellrasens hingegen bewirken eine Abnahme der Impedanzwerte.  
Wenn man die Proliferationsfähigkeit von undifferenzierten HMGECs während der 
Stimulation mit niedriger BAC-Konzentration betrachtet, stellt man fest, dass sich 
diese signifikant von jener der Kontrollzellen unterscheidet. Wie in Abb. 3 zu 
erkennen ist, führt 1 µg/ml Medium mit BAC bereits nach 3 Tagen zu einer 
signifikanten Abnahme der Zellzahl. Dies wird auch in den mittels ECIS generierten 
Ergebnissen bestätigt, wobei hier die Abnahme der Impedanz bereits nach 48 h 
festgestellt wird.  
0,1 µg/ml BAC werden in anderen Untersuchungen als die kritische Konzentration 
hinsichtlich Überlebenswahrscheinlichkeit bezeichnet (Iwasawa et al., 2013). Die 
Ergebnisse der Langzeitstimulation mit 0,1 µg/ml BAC erscheinen auf den ersten 
Blick diskordant. Der Proliferationsassay ergibt eine Abnahme der Zellzahl ab dem 3. 
Tag, die sich bis zum 7. Tag auf nahezu 0 Zellen/Well verstärkt (siehe Abb. 3). Im 
ECIS System überleben die Zellen die Stimulation über den gesamten 
Stimulationszeitraum trotz Stimulation mit 0,1 μg/ml BAC (siehe Abb. 4A) und 
vermehren sich in vergleichbar hohem Maße wie die Kontrollzellen. Die Erklärung für 
diese Beobachtung wird in der unterschiedlichen Konfluenz der Zellen zu Beginn der 
Stimulationszeit vermutet. Im Proliferationsassay werden auf einer Fläche von 
9,5 cm2 5.000 Zellen ausgesät, im ECIS-Versuch wird mit einer Konfluenz von 50 % 
(60.000 Zellen, 0,8 cm2 Oberfläche) gestartet. Es ist nicht untersucht, ob die 
Zellkonfluenz Auswirkungen auf die Widerstandsfähigkeit von HMGECs in 
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Zellkulturen hat. In verschiedenen anderen Zelllinien ist dieses Phänomen jedoch 
gesichert (Grayson et al., 2008, Heng et al., 2011, Wang et al., 2009).  
„Quorum sensing“ ist ein Begriff aus der Bakteriologie, der die Änderung des 
Proteoms und die erhöhte Widerstandsfähigkeit von Bakterien bezeichnet, wenn 
diese eine gewisse Populationsdichte erreichen. Wie die Kommunikation zwischen 
den Bakterienverbänden genau funktioniert, ist noch nicht vollständig verstanden und 
weiterhin Gegenstand der Forschung. Vergleicht man die Abb. 3 und 4, liegt der 
Verdacht nahe, dass vergleichbare Prozesse möglicherweise für die oben 
beschriebenen Unterschiede verantwortlich sind. 
Die Auswirkungen der Zellkonfluenz können auch während der Stimulation mit 
0,01 µg/ml BAC beobachtet werden. Während der ersten Tage des 
Proliferationsassay ist eine gewisse Verzögerung der Proliferation erkennbar, die 
später fast vollständig kompensiert wird. Wenn zu Beginn der Stimulation eine 
höhere Zelldichte vorliegt, kann kein signifikanter Unterschied zwischen 
Kontrollzellen und stimulierten HMGECs mehr beobachtet werden. 
Wie empfindlich die HMGECs auf eine Erhöhung der BAC-Konzentration reagieren, 
lässt sich beobachten, wenn man die Befunde mit den unter ähnlichen Bedingungen 
erhobenen Daten von Chen et al. vergleicht (Chen et al., 2018). Bereits eine 
Zunahme der Konzentration auf das 10fache bewirkt ein Überlebensnachteil für 
HMGECs. Zu bemerken ist, dass die erhobenen Befunde nicht in vollem Umfang mit 
den Ergebnissen von Chen et al. vergleichbar sind. Für unsere Versuche werden 
HMGECs vor der Stimulation für 24 h mit SHM differenziert. Die von Chen et al. 
publizierte Studie beinhaltet jedoch keine Angabe über den Differenzierungsgrad der 
Zellen zu Beginn der Stimulationszeit. Wie bereits oben beschrieben, spielt die 
Differenzierung eine entscheidende Rolle, sobald die Widerstandsfähigkeit von 
HMGECs gegenüber BAC untersucht wird. Insbesondere der Vergleich von 
undifferenzierten Zellen (Abb. 4A und Abb. 5C) mit differenzierten HMGECs (Abb. 4B 
und 5D) verdeutlicht, wie das Überleben der Zellen durch die Differenzierung 
verbessert wird. Die Vorteile bestehen sowohl für niedrige als auch für hohe BAC-
Konzentrationen. Ob Chen et al. die Differenzierung vor oder parallel zur Stimulation 
beginnen, ist unklar, jedoch unserer Einschätzung nach von großer Bedeutung.  
Nach einem initialen Anstieg der Impedanz während der ersten 48 h und dem 
Erreichen eines Plateaus für 24 h nehmen die Impedanzwerte ab (siehe Abb. 4B). 
Diese Beobachtung gilt sowohl für mit BAC stimulierte Zellen als auch für die 
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Kontrollzellen. Aus diesem Grund kann man vermuten, dass die hohe Zelldichte zu 
einer Verknappung an Nährstoffen führt und möglicherweise dadurch Apoptose 
induziert wird. Eine weitere Hypothese ist, dass das Gold der eingebauten Elektrode 
(siehe oben) für HMGECs toxisch ist. Diese Hypothese erscheint jedoch wenig 
wahrscheinlich, wenn man Abb. 4A und 4B miteinander vergleicht. Zellen, die in SFM 
kultiviert werden, zeigen eine konstante Zunahme der Impedanz über die gesamte 
Stimulationsdauer.  
Seit langer Zeit wird vermutet, dass BAC für sämtliche Nebenwirkungen einer 
Therapie mit Augentropfen verantwortlich ist. Barabino et al. haben in einer 2014 
veröffentlichten Arbeit sogar eine gewisse protektive Rolle des Prostaglandin-
Analogons Bimatoprost gegenüber der Toxizität von BAC postuliert (Barabino et al., 
2014). Diese Hypothese wird jedoch seit einigen Jahren stark in Frage gestellt. Kam 
et al. konnten feststellen, dass Bimatoprost die Phosphorylierungsrate der 
Proteinkinase B in der AKT-Signalkaskade signifikant senkt (Kam et al., 2016). Dies 
wirkt sich negativ auf Überleben und Zellproliferation aus und bedeutet gleichzeitig, 
dass der Wirkstoff ebenfalls zytotoxisch ist. Aus diesem Grund vergleichen wir in 
unseren Untersuchungen die Toxizität von Augentropfen (mit oder ohne BAC, siehe 
Tabelle 1) mit der von BAC. 
In Abbildung 5C+D sind die Ergebnisse des MTS Assay nach Stimulation von 
HMGECs mit verschiedenen Augentropfen oder mit BAC in gleich hohen 
Konzentrationen dargestellt.  
Vergleicht man die Ergebnisse der Stimulation mit BAC oder Lumigan®, scheint BAC 
der entscheidende Faktor für die Toxizität zu sein. Die Stimulation mit 
konservierungsmittelfreiem Lumigan® 0,3 % UD bewirkt keine signifikante Abnahme 
der Zellaktivität im Vergleich zur Kontrollreihe. Eine Stimulation von HMGECs mit 
50 µg/ml BAC sowie mit Lumigan® 0,3 % (enthält 50 µg/ml BAC) verursacht 
ebenfalls keine signifikante Abnahme der metabolischen Aktivität von differenzierten 
HMGECs. Allerdings kommt es zu einer vergleichbar ausgeprägten Abnahme des 
Metabolismus undifferenzierter Zellen. Wie erwartet, ist die Einschränkung der 
Vitalität nach Stimulation mit 200 µg/ml deutlich ausgeprägter. Diese ist aber nur bei 
Betrachtung undifferenzierter HMGECs mit der Stimulation mittels Lumigan® 0,1 % 
(enthält 200 µg/ml BAC) vergleichbar. Differenzierte Zellen werden metabolisch von 
Lumigan® 0,1 % (enthält 200 µg/ml BAC) deutlich stärker beeinflusst als von 
200 µg/ml BAC alleine. Vor diesem Hintergrund erscheint die Hypothese der 
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alleinigen BAC-Toxizität als unwahrscheinlich. Vielmehr verstärkt sich der Verdacht, 
dass andere Inhaltsstoffe oder eine Kombination aus mehreren Substanzen eine 
Rolle spielen. Van der Bijl et al. zeigen, dass BAC die Penetration anderer Wirkstoffe 
ins Gewebe verbessert (van der Bijl et al., 2001, van der Bijl et al., 2002). 
Entsprechend ließe sich erklären, warum die Kombination aus BAC und 
Prostaglandin-Analoga deutlich ausgeprägtere zytotoxische Auswirkungen hat als 
unkonservierte Augentropfen. 
Auch für andere Prostaglandin-Analoga kann eine ausgeprägte zytotoxische Wirkung 
der BAC-haltigen Präparate bei nicht signifikanter Modifikation der Vitalität durch 
unkonservierte Alternativpräparate nachgewiesen werden. Auf dem Markt sind drei 
Bimatoprost-haltige Augentropfen verfügbar, die unterschiedliche Dosierungen des 
Wirkstoffs bzw. von BAC enthalten (siehe Tabelle 1). Dies ermöglicht eine genauere 
Betrachtung der Auswirkung einzelner Inhaltsstoffe. Für die Wirkstoffe Latanoprost 
und Travoprost sind derzeit nur jeweils ein BAC-haltiges und ein 
konservierungsmittelfreies Präparat erhältlich. Aus diesem Grund ist eine 
vergleichbar umfangreiche Gegenüberstellung anderer Prostaglandin-Analoga 
derzeit leider nicht möglich.  
Ein Prostaglandin-Analogon zeichnet sich dennoch durch deutliche zytotoxische 
Auswirkungen aus: Latanoprost. Bereits das BAC-freie Präparat Monoprost® bewirkt 
eine signifikante Abnahme der metabolischen Aktivität in undifferenzierten HMGECs. 
Nach Anwendung des BAC-haltigen Latanoprost-Präparates Xalatan® (enthält 
200 µg/ml BAC) sinkt die Vitalität weiter und erreicht Werte, die niedriger sind als 
nach der Stimulation mit 200 µg/ml BAC. Die Werte sind mit den Messungen von 
Lumigan® 0,1 % vergleichbar. Dies bedeutet, dass Latanoprost oder eine andere 
Substanz in den Augentropfen zytotoxisch ist, wobei diese Toxizität durch die 
Zugabe von BAC verstärkt wird. Smedowski et al. kommen nach der Untersuchung 
der Toxizität von Latanoprost gegenüber Korneaepithelzellen zu der gleichen 
Schlussfolgerung: es kann nicht von einem protektiven Effekt der Prostaglandin-
Analoga ausgegangen werden (Smedowski et al., 2014). 
Prostaglandin-Analoga sind allerdings nicht die einzigen antiglaukomatösen 
Wirkstoffe, die einen zytotoxischen Effekt aufweisen. Die Befunde von Zhang et al. 
belegen, dass Pilocarpin (Acetylcholin-Analogon) und Timolol (β-Blocker) ebenfalls 
zytotoxische Wirkung auf HMGECs haben (Zhang et al., 2017). 
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Unsere Daten bestätigen, dass es hinsichtlich der Anwendung von neuen 
Konservierungsmitteln Grund zur Hoffnung gibt. Das Präparat Travatan® (Wirkstoff: 
Tafloprost) ist nicht mit BAC, sondern mit Polyquaternium-1 (Polyquad®), einer 
anderen Substanz aus der Gruppe der quaternären Ammoniumsalze, konserviert. 
Zwischen den Kontrollzellen und der Inkubation mit Travatan® kann kein signifikanter 
Unterschied bezüglich der metabolischen Aktivität gemessen werden. Auch im 
Vergleich zur Wirkung von unkonservierten Augentropfen ist kein signifikanter 
Unterschied messbar. Passend dazu scheint das Präparat klinisch sowohl objektiv 
als auch subjektiv besser toleriert zu werden (Garcia-Feijoo et al., 2016, Sezgin 
Akcay et al., 2014). 
Epithelgewebe besteht aus undifferenzierten, teilungsfähigen Basalzellen und 
unterschiedlich stark differenzierten, nicht mehr teilungsfähigen Zellen. Erstere 
dienen dem Zellnachschub und der Geweberegeneration, zweitere erfüllen die 
eigentliche Funktion dieses Gewebes. Die Zellverbände können ein- oder 
mehrschichtig sein und haben eine komplexe Interaktion mit benachbarten (z.B. 
Bindegewebe, Zellen der Immunabwehr), sowie entfernter gelegenen (z.B. 
hormonell) Gewebearten. Deren Funktionsfähigkeit wird hierdurch entscheidend 
beeinflusst. Zwei wichtige Nachteile der Zellkultur als Monolayer ergeben sich aus 
diesen Aspekten. Erstens ist der Faktor Penetrationsverhalten von BAC in unserem 
Modell nicht beurteilbar. Der Kontakt zwischen dem Wirkstoff und den verwendeten 
Zellen erfolgt für alle Zellen unmittelbar nach der Applikation des Stimulans und nicht 
in steigenden Dosierungen im Sinne einer allmählichen Akkumulation. Die 
Wahrscheinlichkeit und Ausprägung einer Atrophie von Geweben in vivo, also die 
Auswirkung von BAC auf tiefere Gewebeschichten, kann somit nur vermutet werden. 
Zweitens beruhen Zellkulturen auf der Untersuchung einer einzelnen Zellart, wobei 
die Beurteilung von Interaktion mit anderen Gewebetypen entfällt. Dies bedeutet 
auch, dass die Befunde nicht uneingeschränkt auf ein in vivo Modell übertragbar 
sind.  
Die Ergebnisse bereits durchgeführter in vivo Untersuchungen unterstützen jedoch 
unsere Ergebnisse. Xiong et al. berichten über eine signifikante Erniedrigung der 
Werte im Schirmertest, über eine verringerte Dichte der Becherzellzahl in der 
Konjunktiva, sowie über konjunktivale und korneale Schäden mit erhöhter 
Fluorescein-Aufnahme nach 7-tägiger Behandlung von Kaninchen mit einer 0,1 %-
igen BAC-Lösung (≙ 100 µg/ml BAC) zwei Mal täglich (Xiong et al., 2008). Lin et al. 
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vermerken vergleichbare Resultate bei Mäusen, die eine 200 µg/ml BAC-Lösung 
topisch über einen Zeitraum von 7 Tagen erhalten haben (Lin et al., 2011). Der 
okuläre Befund an Tag 7 entspricht dabei ebenfalls den beim Trockenen Auge zu 
beobachtenden klinischen Zeichen. Obwohl es bekannt ist, dass eine 
Meibomdrüsendysfunktion häufig bei Pateinten mit Trockenem Auge vorkommt, 
enthalten die Berichte keine Informationen über den Zustand der Meibomdrüsen 
nach der Behandlung mit BAC. 
Gutgesell et al. haben sich bereits 1982 mit dem histopathologischen Korrelat der 
Meibomdrüsendysfunktion beschäftigt. Ihre Ergebnisse beschreiben eine Atrophie 
des Drüsenazinus und eine Hyperkeratinisierung der Ausführungsgänge der Drüsen 
(Gutgesell et al., 1982). Aus diesen Beobachtungen schlussfolgern die Autoren, dass 
die Sekretentleerung durch die Hyperkeratinisierung behindert wird und es zu einem 
Sekretstau kommt. Das Unvermögen des Sekretes, an die Augenoberfläche in den 
Tränenfilm zu gelangen, bewirkt eine Drucksteigerung im zentralen Ausführungsgang 
der Drüsen, die in der Folge eine sekundär druckbedingte Atrophie der Drüsen 
verursacht (glandular drop out) (Gutgesell et al., 1982, Knop et al., 2011). Ob andere 
Faktoren die Atrophie mitbestimmen oder verstärken, ist bislang nicht untersucht. Die 
Tatsache, dass BAC in Strukturen im Inneren des Bulbus oculi nachgewiesen 
werden kann, lässt es plausibel erscheinen, dass BAC auch an der Ausbildung, 
Unterhaltung oder Verstärkung einer Meibomdrüsendysfunktion beteiligt sein könnte. 
Die Hyperkeratinisierung ist somit als wichtiger Prozess der Pathogenese der 
Meibomdrüsendysfunktion zu verstehen. Es ist deswegen wichtig, zu klären, ob BAC 
nur zur Verhornung des Ausführungsgangsystems beiträgt oder auch auf Ebene der 
Azini stattfindet. Dieser Prozess würde mit einer gesteigerten Expression 
verhornungsassozierter Gene einhergehen. Die Modulation der Expression zweier 
Verhornungsmarker, Involucrin und Cornulin, wird in der vorliegenden Arbeit aus 
diesem Grund mituntersucht (Contzler et al., 2005, Dowdall et al., 2015). 
In SHM differenzierte Zellen werden mit BAC oder Lumigan® 0,3% für 10 Minuten 
stimuliert. Die mRNA, die aus diesen Zellen Zellen extrahiert und mittels real-time 
PCR quantifiziert wird, zeigt, dass die Induktion der Genexpression von Cornulin und 
Involucrin nicht stattfindet. Die Stimulation mit niedriger BAC-Konzentration bewirkt 
ebenfalls für keines der beiden Gene eine signifikante Erhöhung der 
Transkriptionsrate. Vielmehr kommt es zu einer signifikanten Abnahme der 
nachweisbaren mRNA nach der Stimulation mit unverdünntem (≙ 50 µg/ml BAC) 
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oder 1:2 verdünntem (≙ 25 µg/ml BAC) Lumigan® 0,3% sowie bei der Stimulation mit 
25 µg/ml BAC. In Anbetracht der oben genannten Ergebnisse des MTS Assays ist 
mit dieser Methode nicht sicher zu unterscheiden, ob es tatsächlich zu einer 
Inhibition der Genexpression kommt, oder ob vielmehr ein Absterben der Zellen als 
Ursache zu sehen ist. Aus noch unbekannten Gründen unterscheiden sich die 
gemessenen Werte nach Stimulation mit 50 µg/ml BAC nicht signifikant von der 
Kontrollreihe. Diese Beobachtung gilt sowohl für Cornulin als auch für Involucrin. 
Weiterführende Untersuchungen sind nicht erfolgt. 
Zusammenfassend bestätigen die vorliegenden Befunde, dass BAC auf HMGECs 
eine zytotoxische Wirkung hat. Bereits Konzentrationen, die um den Faktor 1.000 
niedriger sind als die industriell verwendeten Dosierungen von BAC, zeigen bei einer 
7-tägigen Exposition eine Einschränkung der Überlebensfähigkeit, Funktionalität und 
Proliferation immortalisierter HMGECs. Noch ausgeprägter ist die Wirkung von BAC 
bei Kombination mit Prostaglandin-Analoga. Die vorliegenden Ergebnisse lassen ein 
synergistisches Geschehen zwischen den beiden Substanzen vermuten. Es kann 
allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass außer den genannten Bestandteilen 
auch andere Inhaltsstoffe in Augentropfen für die Entwicklung einer 
Meibomdrüsendysfunktion und somit eines Trockenen Auges verantwortlich gemacht 
werden müssen. Faktoren wie fetales Kälberserum, Zelldichte, Zell-Zell-
Verbindungen und -Interaktionen begünstigen das Überleben der HMGECs. Aus 
diesem Grund ist davon auszugehen, dass die Schädigungen der in vivo 
eingesetzten topischen Präparaten etwas geringer ausfallen als die in vitro 
beobachteten Befunde.  
Es ist damit festzuhalten, dass die Anwendung von Konservierungsmitteln in 
Augentropfen als bedenklich einzustufen ist. Welche Therapiedauer vertretbar ist, um 
eine dauerhafte Schädigung der Augenoberfläche und der Meibomdrüsen zu 
vermeiden, ist derzeit nicht bekannt. Wie die vorliegenden Befunde zeigen, sind 
BAC-freie Präparate mit einer deutlich geringer ausgeprägten Zytotoxizität verbunden 
und daher für eine Glaukomtherapie vorzuziehen. Darüber hinaus ist die Entwicklung 
von weiteren Konservierungsmitteln mit geringerer zytotoxischer Wirkung 
wünschenswert, um das Infektionsrisiko durch die Therapie zu minimieren.   
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